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Enkapsulacja

Wstep teoretyczny:

Enkapsulacja- immobilizacja komérek w materiale biopolimerowym posiadajgcym
cechy pétprzepuszczalnej membrany, ktdéra z jednej strony pozwala na swobodna dyfuzje
metabolitéw do wnetrza kapsutki oraz produktéw metabolizmu na zewnatrz kapsutki, a z
drugiej strony zapewnia immunoizolacje- blokuje dostep biatek uktadu odpornosciowego do
enkapsutowanych komdérek . Jest to obiecujgca metoda inzynierii tkankowej ze wzgledu na
brak koniecznosci stosowania po przeszczepie lekdéw immunosupresyjnych. Ponadto
srodowisko  wewnatrz  kapsutki  doskonale  nasladuje  tréjwymiarowg macierz
zewnatrzkomodrkowa oraz umozliwia przestrzenny kontakt komadrka- komarka.
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Mikrosfery wytwarzane sg przy uzyciu enkapsulatora, w ktérym laminarny przeptyw
roztworu alginianu przez dysze o danym rozmiarze zaktdcany jest wibracjami, co przy
optymalnej czestotliwosci drgan opisanej przez Webera (Rdwnanie 1) prowadzi do podziatu
strumienia na krople, ktdrym nastepnie nadawany jest za pomocg elektrody jednoimienny
tadunek elektrostatyczny, co zapobiega taczeniu sie kropel (Rys. 1). Krople roztworu
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alginianu wpadajg nastepnie do roztworu polimeryzujgcego (roztworu chlorku wapnia),
gdzie nastepuje ich utwardzanie i utrwalanie. Aparatura umozliwia produkcje mikrosfer o
rozmiarach od 0,15 mm do 2 mm, takze w warunkach sterylnych. Proces charakteryzuje duza
produktywnos¢ (do 6000 mikrosfer na sekunde) i powtarzalnos¢ (w optymalnych warunkach
odchylenie standardowe od $rednic produkowanych mikrosfer to ok. 5% ), gdyz mozliwa jest
kontrola wszystkich parametréw procesu (natezenie przeptywu roztworu alginianu, rozmiar
dyszy, czestotliwos¢ drgan, napiecie elektrody).

Aope = V2D ’1 +\/% (1)

gdzie: D- Srednica dyszy [m], n- lepkos¢ dynamiczna [Pa s], p- gestos¢ [kg/m3], o- napiecie
powierzchniowe [N/m].
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Rysunek 1. Schemat aparatury do enkapsulacji.

Przy uzyciu dyszy koncentrycznej mozliwa jest rdwniez produkcja kapsutek typu core- shell o
Scisle okreslonych rozmiarach (Rys. 2).
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Rysunek 2. Zdjecia przedstawiajgce przyktady wytwarzanych mikrosfer (z lewej) o srednicy
324,08 + 3,85um oraz kapsutek (z prawej) o srednicy wewnetrznej 462,99 + 12,95 um oraz
srednicy zewnetrznej 649,78 + 11,16 um.

Wykonanie ¢wiczenia:

Przygotowanie komorek MG63

Materiaty:

- PBS Phosphate Buffered Saline bezwapniowy

- 0,25% Trypsyna-EDTA

- pozywka hodowlana (DMEM, 10% FBS, 1% L-glutaminy, 1% Pen-Strep)
- sterylny 1,5% roztwér alginianu sodu w PBS pH=7,4, ok. 20 ml

- sterylna strzykawka 50 ml z luer-lock

Sprzet:

- pipety serologiczne

- taznia wodna (37°C)

- 15 ml 1 50 ml falkony

- odwrdécony mikroskop optyczny

- zlewka

- urzadzenie do liczenia komérek Scepter/hemocytometr

Ogrzac odczynniki w tazni wodne;.

Skontrolowac stan komorek pod mikroskopem.

Przeniesc¢ butelki z fazni wodnej pod komore laminarng (spryska¢ 70% etanolem).
Umiesci¢ butelke z komdrkami pod komorg laminarna.

ik whnN e

Usuna¢ pozywke hodowlang za pomoca pipety serologicznej.
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15.
16.

Przemy¢ komorki 10 ml PBS (unikajgc lania ptynu bezposrednio na powierzchnie
komorek).

Usunac PBS, dodac 2 ml trypsyny bezposrednio na komérki.

Inkubowa¢ komorki z trypsyna 4 min w inkubatorze.

Skontrolowa¢ wyglad komorek pod mikroskopem.

Jesli ok. 90% komorek jest okragta | ptywa w pozywce dodaé 8 ml pozywki w celu
dezaktywacji trypsyny.

Przepusci¢ zawiesine komorek 10 razy przez koniec pipety dociskajac go do rogu
butelki.

Przenies$¢ zawiesine komdrek do 15 ml falkonu.

Wirowac komorki przez 5 min przy 200g.

Osad komorek zawiesi¢ w 2 ml pozywki, pobra¢ préobke do komory hemocytometru,
policzy¢ komorki.

Po zwirowaniu komdrek zawiesi¢ je w sterylnym r-rze alginianu w ilosci 108/ml.
Przenie$¢ zawiesine do sterylnej 50 ml strzykawki z luer-lockiem

Enkapsulacja

Materiaty:

- roztwor polimeryzujacy (100mM CaCly), 1L
- roztwor ptuczacy (0,9% NaCl+ 10 mM CaCl,), 1L

Sprzet:

- lejek

- cylinder 100 ml

- enkapsulator

17.
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21.
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23.

24,

Umiesci¢ pozywke w fazni wodnej o temp. 37°C.

Umiesci¢ komore do pracy sterylnej enkapsulatora pod komorg laminarna.

Podfaczy¢ strzykawke z zawiesing komorek w alginianie do jednostki produkujacej
mikrosfery.

WIlac przy uzyciu lejka roztwdr polimeryzujgcy (ok. 400 ml) do komory sterylnej
enkapsulatora przez otwor z filtrem ptynéw (zdjgé uprzednio filtr).

Podfaczy¢ komore do pracy sterylnej do enkapsulatora.

Ustawi¢ parametry: F= 400 Hz, f=4,5 ml/min, U= 1600 V (w razie koniecznosci
zmienic), A=5

Zbiera¢ mikrosfery do by-passu przez kilka sekund do momentu stabilizacji
warunkow.

Odsunac by-pass, produkowaé mikrosfery przez kilka minut.
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37

Powrdci¢ na by-pass, wytaczyé przeptyw i drgania.

Miesza¢ mikrosfery przez ok. 5 min w celu utwardzenia.

Pod komorg laminarng zla¢ r-r polimeryzujacy (nie do korica, mikrosfery muszg by¢
nim delikatnie pokryte).

Dodac r-r ptuczacy (ok. 300 ml) i mieszaé kilka minut.

Zla¢ r-r ptuczacy i dodac jego kolejng porcje.

Zla¢ czesc r-ru ptuczacego, reszte przeniesé do butelki podtgczonej do komory.
Odfaczy¢ butelke od komory, poczekad az wszystkie mikrosfery zsedymentuja.

Zla¢ cze$¢ roztworu ptuczgcego znad mikrosfer, przenie$¢ zawiesine mikrosfer do
sterylnego cylindra i sprawdzi¢ objetos¢ mikrosfer (poczeka¢ az zsedymentujg).
(Opcjonalnie) Zla¢ r-r ptuczacy, zawiesi¢ mikrosfery w ogrzanej pozywce w ilosci 1ml
mikrosfer/3 ml pozywki.

Przenie$¢ zawiesine mikrosfer na szalki Petriego o srednicy 5 cm w ilosci 4 ml
zawiesiny/szalke.

Skontrolowac¢ obecno$é¢ komorek i jakos¢ mikrosfer pod mikroskopem optycznym,
wykonac zdjecia mikrosfer (3 zdjecia/wariant).

Powtdrzyé proces wytwarzania mikrosfer dla kolejnych wartosci czestotliwosci drgan:
800, 1000, 1600, 2200 Hz. W razie koniecznosci dobraé optymalng wartos¢ napiecia.
Umy¢ i wysterylizowac sprzet.

Sprawozdanie:

1.

Obliczy¢ optymalng dfugos¢ fali drgan, pozwalajacg na produkcje jednorodnych
mikrosfer dla dyszy o Srednicy 120 um i roztworu alginianu sodu o stezeniu 2%.
Zamiesci¢ obliczenia konieczne do uzyskania odpowiedniego rozcienczenia zawiesiny
komodrek w roztworze alginianu.

Zmierzyc¢ srednice uzyskanych mikrosfer dla wszystkich analizowanych wariantow za
pomocg programu Imagel. Wyznaczy¢ zaleznos¢ czestosci drgan dyszy od sredniej
srednicy otrzymanych mikrosfer. Jaki zakres czestosci drgan jest optymalny dla
danych warunkdéw procesowych i dlaczego?

Zagadnienia do wejsciowki:

Tres¢ instrukcji do ¢wiczen

Publikacja Hasan Uludag , Paul De Vos, Patrick A. Tresco, Technology of mammalian
cell encapsulation, Advanced Drug Delivery Reviews 42 (2000) 29-64, punkty: 2.1.,
5.1,5.3.



